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超急性拒絶反応の原因は主に異種細胞表面に存在する α-galactosy 1 epi tope (αGal epitope) にヒト自然抗体
が反応し、活性化された補体が異種細胞を破壊するためとされているo
αGal epitope は糖タンパク糖鎖と糖脂質糖鎖の末端に存在する糖鎖構造で、 N-acety llactosamine をアクセプ
ター基質とする α1 、 3 galactosyltransferase によって合成される。旧世界サル以上の高等動物ではこの αl 、 3
galactosy 1 transf erase 遺伝子の 2 箇所に point mutation が起こり発現しなくなっており、逆に自然、抗体として抗 α
Gal 抗体を持っている。
本研究では、 αGal epitope 抑制に有効と考えられる糖転移酵素を αGal epitope の抑制機構の違いにより 2 つに





グループ 1 : GnTー III (抑制機構 :N 結合型糖鎖に存在する tri-mannose core (tri-mannose core は N 結合型糖
鎖を特徴づける糖鎖構造で糖脂質の糖鎖には存在しなし、)に作用し bisecting G lcN Ac を合成するo でき上がった bi­
secting 構造により他の分岐を進ます糖転移酵素の作用がなくなり、糖鎖の枝数が減少する o すなわち枝数の減少分
が αGal epitope の減少分であることが糖鎖構造解析により証明されている)
グループ II : 8T 3 Gal II (α2 、 3 sialyltransferase) 、 8T6 Gal 1 (α2 、 6 sialyltransferase) 、 α1 、 2 FT (α 
1 、 2 fucosyltransferase) (抑制機構 :αGal epitope の生合成を触媒する糖転移酵素 αl 、 3 galactosy ltransｭ
ferase と基質を共通とし、遺伝子導入した糖転移酵素が細胞内で過剰発現するため αGal epitope の基質である N­
acety llactosamine に強く作用し基質を奪う事による)
ll. 実験内容
1.遺伝子導入:この 4 つの糖転移酵素遺伝子をリポフェクション法にて 8EC にそれぞれ遺伝子導入した。
2. 酵素活性測定:ピリジルアミノ化した lacto-N -neotetraose、 bi-antennary sugar をアクセプター基質とし
-538 一
HPLC により測定した。
3. FACS 解析:細胞表面の αGal epitope量の変化を NHS、 GSIB4 を用いて解析した。
4. LDH assay :細胞傷害抑制率を解析した。
5. ウエスタン及びレクチンプロッティング:細胞全体の糖タンパクの抗原性の変化を NHS、 GSIB4 を用いて解析
した。
6. D-PDMP による Parental SEC の糖指質生合成抑制:糖脂質糖鎖末端に αGal が存在することは報告されてい
るがその存在量についての報告はない。そこで細胞の糖脂質生合成を抑制する物質である D-PDMP で Parental
SEC を処理し糖脂質の生合成を抑制した細胞を作成、 NHS 及び GSIB4 に対する反応性について解析した。
7. 薄層クロマトグラフィー:遺伝子導入株の糖脂質の αGal 量の変化を解析した。各遺伝子導入株の中性糖脂質
画分を抽出分離し薄層クロマトグラフにて展開しオルシノール染色を行った。次に同様止に中性糖脂質画分を展開した
薄層プレートを HNS、 GSIB4 で染色した。
【成績】
1. G418による selection より各糖転移酵素のブタ血管内皮安定発現株を樹立した。
2. 酵素活性値は Gn1、 -ill遺伝子導入株は1200、 ST6 Gal 1 は2300、 ST3 Galill は 180 、 αl 、 2 FT は350pmol/h
/ mg -protein の活性値を認めた。
3. FACS 解析による細胞表面の αGal epitope の抑制効果はグループ I では50-60%、グループ E では70-80%で
あった。
4. LDH assay による細胞傷害率の抑制効果はグループ I では約50%、グループE では70-80%であった。
5. ウエスタン及びレクチンプロッティング解析では糖タンパクの αGal epitope はグループ I と E で明らかに抑制
された。
6. D-PDMP 処理をした Paren tal SEC は処理前に比べ約20% FACS 値が減少した。
7. 薄層クロマトグラフィーの解析では、変化を認めなかった。 NHS 及び GSIB4 による中性糖脂質画分の薄層プレー
トの染色では αGal はグループ I では約20%程度の減少を認めたが、グループ E では60-80% と高率に減少した。
【総括】
1.ブタ血管内皮細胞に GnT-ill 、 ST6 Gal 1 、 ST3 Galill 、 α1 、 2 FT 遺伝子をそれぞれ遺伝子導入し αGal
epitope の抑制効果について検討した。
2. グループ I 及びグループ E の糖転移酵素はいずれも糖タンパク糖鎖末端の αGal epitope の抑制に有効であった。
3. 糖脂質の解析の結果では、グループ I では αGal epitope の抑制効果は軽度であったが、グループ E では明らか
にf印帝リされた。






異種抗原の大部分を占める αGal epitope の生合成を抑制する 4 つの糖転移酵素 GnT-ill 、 ST6 Gal 1 、 ST 3 Gal 
E 、 α1 、 2FT をそれぞれブタ血管内皮細胞に遺伝子導入し、その効果と抗原の分布特性の解析を行った。これら
糖転移酵素のうち、 GnT-ill は N 結合型糖鎖に作用し糖鎖構造をリモデリングすることで αGal epitope の合成を
阻害するのに対し、後 3 者は αGal epitope 合成酵素を括抗阻害するとされている。実験結果は、①上記糖転移酵素
を過剰発現したブタ血管内皮細胞クローンにおいては αGal epitope が50--80%減少していた。②ヒト自然、抗体と補




た。④これまで糖脂質糖鎖上の αGal epitope 量は不明であったが、本研究にて総抗原量の約20%が糖脂質に存在す
ることが確認された。⑤糖蛋白に強い基質特異性を有すると考えられていた糖転移酵素 ST 6 Gal 1 、 ST 3 Galill を過
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